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摘要：目的 深入研究补肾调肝方诱导衰老骨髓间充质干细胞(Bone Mesenehymal stem Cells，

BMscs)成骨分化的效应，探讨补肾调肝方抗骨质疏松的机制。方法 贴壁培养法分离纯化大鼠

BMscs，用D．半乳糖诱导制作BMScs衰老模型，B一半乳糖苷酶染色检测BMscs衰老情况。将培养成

功的衰老BMscs分为空白组、成骨诱导组和中药组，培养7d、14d后行矿化结节茜素红染色(Alizarin

Red s．ARS)，倒置显微镜下观察矿化骨结节形成情况。结果 D一半乳糖诱导BMscs呈现典型的细

胞衰老形态和结构变化。在成骨诱导剂、补肾调肝方水提液的作用下，与空白组比较，衰老的BMSCs

钙化结节数量明显增多，差异有非常显著的统计学意义(P<0．01)。中药组的矿化结节明显多于成

骨诱导组，差异有非常显著的统计学意义(P<0．叭)。结论 D·半乳糖具有诱导sD大鼠BMsCs衰

老的作用，采用D．半乳糖诱导培养可建立BMscs衰老模型。补肾调肝方抗骨质疏松的机制之一是通

过促进衰老BMscs成骨分化。
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Abstract： objective To invest培ate the osteogenic difkrentiation of aging bone mesenehymal stem ceUs

(BMscs) induced by kidney—tonifying and liver·regulating recipes， and to explore its an“·osteopoIDsis

mechanism． Methods BMSCs of SD rats were is01ated with adherent separation method and primarily

cultured in vitro． BMSCs senescence model was induced by D—galactose，and the senescence of BMSCs was

detected by B·gaI dyeing． SuccessfulIy cultured aging BMSCs were divided into 3 groups： blank group，

osteo—induced group，and Chinese medicine group．After 7一day and 14-day culturing，Alizarin red staining

was performed． And the f0珊ation of mineralized nodules was observed under phase·contract microscope．

Results Compared with control cells， BMSCs induced by D·galactose displayed morphological and

biological senescent pheno‘ype． using osteogenic inducer and water extract of kidney-tonifying and liver—

regula“ng recipes， the number of mineralized nodules was notably more than that in blank group． The

diffbrence was significant(P<0．0 1)． The number of mineralized nodules in Chinese medicine group w踮

more than that in osteo—induced group (P<O．01)． Conclusion D—galactose can induce BMsCs

senescence． BMSCs senescence model can be established by culturing with D—galactose． One possible

mechanism of kidney—tonifying and live卜regulating recipes in treating osteoporosis is to promote osteogenic

differentiation of aging BMSCs．
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老年OP患者存在骨髓间充质干细胞(Bone

Mesenehymal stem Cells，BMsCs)衰老的改变，衰老

的BMSCs成脂和成骨分化能力失衡，向成脂方向分

化增多而向成骨方向分化减少是骨质疏松等成骨障

碍疾病的发病机制¨1。因此，定向调控衰老的

BMSCs成骨分化对骨再生具有重要意义。中药在

干预衰老及诱导BMSCs成骨分化方面积累了大量

的临床和基础研究资料，显示出巨大的应用前

景"j1，但目前关于中药对衰老BMscs的影响的研

究较少。因此，探讨中药调控衰老BMsCs成骨分化

的效应对研究中药抗骨质疏松机制具有重要意义。

本实验深入研究补肾调肝方对衰老BMsCs成骨分

化的影响，旨在探讨补肾调肝方抗骨质疏松的机制，

为临床应用补肾调肝法治疗高龄OP提供新的理论

和实验依据。

1材料与方法

1．1实验动物

清洁级健康雌性sD大鼠20只，3月龄，体重

200～220 g，由广州中医药大学实验动物中心提供。

1．2大鼠BMscs的分离、培养与鉴定

大鼠置于70％乙醇中浸泡10分钟，在无菌条

件下分离大鼠股骨、胫骨，去除软组织，切除股骨、胫

骨两端。将大鼠股骨、胫骨骨髓用L一改良的Eagle

培养基(Dulbeeeo’s modified eagle medium，DMEM)

冲出，将4—5根股骨、胫骨冲出的骨髓收集于同一

烧杯中，充分混匀，转入离心管，300 g离心10 min，

去上清，D．Hanks重悬，离心去上清，加4 ml D—

Hanks混匀。Percou分离液按0．56：0．44混合，取4

m1放人10 ml离心管内。水平离心机900 g离心30

min，收集单核细胞层，用含体积分数为10％胎牛血

清的DMEM洗涤2次，以4×105／cm2密度接种到25

ml培养瓶中，37℃，5％饱和湿度的cO：孵箱静置培

养，培养液为含10％FBs的L．DMEM，3天后首次更

换培养液，去除悬浮细胞，2—3天换液1次，细胞

70％一80％融合后用含O．25％胰酶室温消化2～3

min，按1×104／cm2传代，传至第3代得到1×10 7／

cm2个细胞。采用流式细胞仪检测大鼠BMscs

CD29、CD44、CD34抗原表型。

1．3 D一半乳糖诱导BMSCs衰老

取部分第3代BMSCs改换在含89／L D-半乳糖

(D．galactose，D．gal)DMEM／F12培养液培养，继续培

养至第6代，即为D—gal诱导的BMsCs衰老模型，作

为诱导组。另一部分在原培养液中继续培养至第6
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代作为正常组。培养11天、21天分别做衰老染色，

镜下观察细胞的数量、形态。

1．4衰老染色检测

将正常组和诱导组BMscs分别接种于6孔板，

调整细胞密度为2．5×104个／ml，待长成单层后，吸

净培养液，用40 g／L多聚醛固定细胞45 min，用B-

半乳糖苷酶(p—galactosidase，p-gal)染液(含20

mmol／L x—gal、40 mmol／L醋酸一磷酸钠(pH6．0)、5

mmol／L铁氰化钾、5 mmol／L亚铁氰化钾、150

mmol／L氯化钠、2 mmoVL氯化镁)，37℃保温4～8

h，然后用双蒸水冲洗2次，再固定4 min(固定液：

70％乙醇、福尔马林、冰醋酸按20：2：1比例混合)，

流水轻轻冲洗，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树

胶封固。细胞胞浆染成青绿色的为衰老的阳性细

胞，每张片镜下计数400个细胞，确定B．gal染色阳

性衰老细胞数的百分比。

1．5补肾调肝方水提液制备

将补肾调肝方(碎补15 g、狗脊15 g、白芍30 g、

柴胡12 g、郁金15 g、当归15 g、玫瑰花12 g、川楝子

12 g、川芎10 g、白术15 g、合欢皮15 g、菊花15 g、菖

蒲15 g、甘草10 g)，每剂中药重206 g，将2剂中药

512 g加入1000 ml水煎煮1．5 h，过滤，药渣加800

ml水煎煮1．5 h，合并2次提取液约600 ml，减压浓

缩到含生药浓度为100 mg／ml，调整pH 7．2，过O．22

斗m滤膜除菌，4℃保存，用完全培养液(含10％FBs

的DMEM／F12培养液)稀释到所需浓度。

1．6衰老BMSCs的成骨诱导培养

将培养成功的衰老BMSCs随机分为3组，空白

组、成骨诱导组和中药组，空白组不加任何处理因

素，培养液为含10％FBS、50 U／ml青霉素、50¨g／m1

链霉素的L．DMEM；成骨诱导组在空白组基础上加

入50斗g／ml维生素c+10 mmol／Lp-甘油磷酸钠+

0．1斗mol／L地塞米松；中药组在空白组基础上加入

浓度为1 mg／ml的补肾调肝方水提液；各组以l×

105／cm2细胞密度接种人预先放置玻片的24孑L培养

板，待细胞贴壁后，按组加入处理因素，复孔，每3天

换液1次。7 d、14 d后行矿化结节茜素红染色

(Alizarin red staining，ARS)，倒置显微镜下观察矿化

骨结节形成情况。

1．7主要观察指标

衰老染色检测D．gal诱导BMSCs衰老情况及补

肾调肝方水提液诱导衰老BMscs的矿化骨结节形

成情况。

1．8统计学分析

万方数据
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采用SPssl3．0统计软件进行数据处理，建立数

据库，数据以均数±标准差(面±s)表示。用

Levene’s test法作方差齐性检验，计量资料满足正

态性及方差齐性者两两之间比较用￡检验，组内前

后比较用配对￡检验，方差不齐者用秩和检验

(K11Jskal-Wallis H检验)。率的比较用Ridit分析。

统计学检验采用双侧检验，以P<0．05作为差异有

统计学意义。

2 结果

2．1培养的BMSCs形态学观察，见图1

原代接种24 h后，细胞悬浮在淡黄色培养液

中，形态呈圆形，胞体透亮，折光性强，大小不一，不

能辨认细胞核，细胞与周围的红细胞等血系细胞相

互混杂。48 h首次换液后见大量贴壁细胞，部分伸

出伪足呈短棒状，折光性强；6d换液后见贴壁细胞

数量增多，细胞伪足增长呈短梭形，贴壁分裂细胞形

成不同大小、分散的细胞集落；7～10 d后细胞集落

迅速增加、长大，集落中心周围有放射状生长的贴壁

细胞，胞体略大，形态均一，多呈梭形，排列紧密，细

胞增殖迅速，集落相互融合；11 d细胞逐渐融合成

片，细胞间相互紧密贴附生长，呈旋涡状，细胞贴壁

生长铺满培养瓶底部90％以上，可以进行首次传

代。传代培养的BMscs和原代细胞形态相似，传代

至2代、3代，细胞分裂相多见，胞体较大，细胞核较

大，显示细胞功能活跃。

d：9d e：11d t'14．16d

图1培养的BMsCs形态学观察

Fig．1 Morphology of BMSCs in cultures．

2．2 BMSCs细胞CD29、CD44、CD34表面标志物

流式细胞仪检测第3代BMscs免疫表型显示：

cD29、cD44高表达，阳性细胞比率分别为96．59％

和93．86％，cD34低表达阳性细胞比率分别为

0．23％，符合BMSCs表型特征。

2．3 D-gal诱导BMscs衰老染色检测，见表1。

表1 D—gal诱导BMscs衰老染色检测

TabIe 1 Senescent staining detection for BMSC5

induced by D—gal

Rate of BMSCs senescence(％)Gmup——
After cuhured for ll d AfIer culfured for 21 d

▲P<0 0l，vs．the normal gm“p after cuItured with D—galactose for

11 days and 21 days；‘P<O．0l，vs．after cultured with D—galactose fo‘

11 d8ys in the induced gro“p；6尸>0．05，vs． 觚er cultured with D—

galactose for l 1 days in the normal group．

2．4衰老BMSCs形态透视电镜观察，见图2、图3

D．gal诱导的BMScs呈典型的衰老形态和结构

变化，细胞体积稍大，细胞扁平、胀大、颗粒增多，核

增大、染色深，核膜内陷，核染色质凝聚、固缩、碎裂，

形成不同形状的块状；细胞质色素积聚，存在大量空

泡，线粒体数量减少，体积增大或肿胀，内质网扩张；

但细胞膜保持完整。正常BMscs核膜平整光滑，染

色质分布均匀，胞浆内可见丰富的线粒体。

图2衰老}；Mscs形态透视电镜观察

Fig．2 7rEM 0hsPrvation of c}1e morph010鄹

of scllescent BMSCs

图3正常的BMscs形态学观察(200×)

Fig．3 Morphology of normal BMSCs(200 x)

2．5 3组矿化结节形成情况见表2、图4。

在成骨诱导剂、补肾调肝方水提液的作用下，衰

老的BMscs变宽、成多角形、多个细胞逐渐向中间聚

拢，形成矿化结节。成骨诱导7 d后行茜素红染色，

与空白组比较，中药组、成骨诱导组钙化结节数量明

万方数据
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图4各组矿化结节形成情况

Fig．4 Fo瑚ation of mineralization nodules in each group

显增多，差异有非常显著的统计学意义(P<0．01)。

14 d后，空白组少见大量橘红色矿化结节形成，而中

药组、成骨诱导组可见大量橘红色矿化结节形成，但

中药组矿化结节的形成明显多于成骨诱导组。

表2 3组矿化结节形成情况

Table 2 Comparison of fomlation of mineralization

nodules among the 3 gmups

。P<0．0l，after cultured for 14days vs．for 7days；8 P<O．Ol，vs．

the blank group趣er cultured for 7 d8ys and 14days；▲P<O．Ol，Chinese

medicine gmup vs．the osteo．induced gmup after cultured for 7 days；●P

<0．Ol，Chinese medicin。 gm“p vs． the osteo-induced gr0“p afte。

cultured for 14 days．

3 讨论

衰老会导致BMSCs增殖能力和多向分化潜能

的下降，并引起骨髓基质环境等的改变，逐渐丧失了

修复和自我更新能力，导致组织和器官出现以退行

性改变为特征的衰老表现‘41。研究表明，无论是在

骨骼发生阶段，还是发育阶段，BMscs的数量和功

能都是维持骨骼正常生理机能的决定性因素‘51。

人BMsCs的数量和增殖随年龄增长而降低。6。。体

外培养的BMScs伴随氧化应激而增高，存在着细胞

老化、干细胞样特征丢失现象门1。因此，深入研究

BMscs老化机制，干预BMscs衰老过程中基因水

平，调控基因表达环境，建立“永生化”的BMscs，对

防治骨衰老具有重要意义。目前许多学者试图探索

一种安全有效的建立永生化BMscs的方法，既能保

持多次传代培养后细胞的多能性，又能有效降低永
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生化细胞的瘤变率”1。所以，建立BMSCs衰老模型

是研究骨衰老相关研究的基本需要。代平等一。虽

然从老年0P患者髂骨中抽取骨髓成功获取骨组织

工程中所要求种子细胞数量级的BMScs，但在l临床

研究中操作非常困难，许多老年OP患者不愿意或

拒绝行相关研究，因此无法推广应用。D．gal可作为

一种致老剂，能诱导细胞及整体动物衰老¨⋯。研究

证实，在运用D—gal建立衰老大鼠模型过程中，会导

致骨质疏松，其原因可能是摄人的大量活性氧从整

体、细胞和基因不同层次上影响骨的代谢所致。1“。

如D-gal产生过多的自由基，破坏细胞膜，使细胞中

蛋白质发生交联、变性，导致细胞的死亡；D．gal可致

成骨细胞数量减少，活性降低，而致破骨细胞活性增

强‘12’”。；另外，自由基破坏胶原蛋白形成，导致骨中

矿物质沉积减少，同时破坏骨小梁的立体空间结构，

发生微骨折，导致骨质量下降¨“。目前尚无D．gal

致整体动物衰老后，BMSCs衰老情况的深入研究。

因此本研究运用D—gal直接诱导BMSCs衰老来进行

相关研究。参考文献报道，中等浓度(8 g／L)D．gal

使BMSCs活力降低，高浓度(16 g／L)D．gal使

BMscs负增长，表明D-gal能使BMscs增殖速度减

慢，但D—gal浓度过高，会使细胞受到损伤，引起细

胞的凋亡或死亡¨“。因此，本研究选择8 g／L浓度

D—gal进行BMscs衰老诱导的研究，结果表明D．gal

诱导培养11天后即建立了BMSCs衰老模型。镜下

观察示，诱导的BMSCs呈典型的衰老形态和结构变

化，细胞体积稍大，细胞扁平、胀大、颗粒增多，核增

大、染色深，核膜内陷，核染色质凝聚、固缩、碎裂，形

成不同形状的块状；细胞质色素积聚，存在大量空

泡，线粒体数量减少，体积增大或肿胀，内质网扩张，

但细胞膜保持完整。B．gal与衰老相关，衰老细胞在

pH值为6时表现出B—gal活性染色阳性，通过原位

染色，在普通的光学显微镜下就可以用于检测到B．

gal的表达¨⋯，本研究表明B—gal活性高，染色明显，

与文献报道相符。

衰老是人生理变化的自然规律，不能扭转，OP

发生的根本原因是机体的衰老。人胚胎早期发育与

BMscs的增生、分化密切相关，自然衰老的过程往

往伴有各系统的萎缩和功能的下降，这些都和

BMscs的数量减少以及功能衰退有关Ⅲ。。目前认

为重新激活BMscs的功能，能提高老年人在衰老时

的多项功能，因此，阻碍BMSCs衰老具有重要意义。

OP患者BMscs增殖、成骨分化以及对生长因子的

有丝分裂反应能力均下降，同时成脂增加和I型胶

]。_一
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原减少，钙化结节形成较少，从而导致成骨减少，破

骨增强¨8|。许多临床资料和实验研究表明中医的

补益方药，尤其是补肾药物在延缓机体衰老的发生，

特别是对神经一内分泌．免疫网络的调控方面有一定

作用¨9、20 o。BMsCs成骨分化特性与中医“。肾藏精，

精生髓，髓生骨”的理论有较高的吻合心1I。因为

BMSCs主要来自于骨髓(髓)，属中医“髓”的范畴。

BMSCs是成骨细胞系的前体，在特定环境下能向成

骨分化，即实现“髓生骨”。张进等。221认为“先天之

精”与干细胞的基本功能、属性较相似，补。肾药物促

进BMsCs的增殖和成骨分化证实“肾一髓．骨”之间

的关联。BMSCs成骨活性弱，骨化过程较慢，因此，

如何提高BMscs的成骨潜能，使其高效地向成骨细

胞分化，将是BMSCs分化研究中的关键问题。钙结

节是OB分泌的胶原亲合钙盐而成，钙结节的形成

是成骨细胞分化成熟的重要标志之一。本实验证

实，补肾调肝方水提液能增多钙化结节数量，说明补

肾调肝方对BMSCs向成骨细胞分化有明确的诱导

作用，且随着浓度的提高，这种作用更加明显，为临

床运用补肾调肝方治疗OP提供了实验室依据。此

外本实验还发现，衰老BMSCs存在一定成骨分化能

力，提示老年OP是可防可治。本研究还发现，补肾

调肝方较成骨诱导剂更为迅速地增多钙化结节数

量，说明补肾调肝方更能促进BMSCs向成骨分化，

表明中药抗骨质疏松更具有优势。最近有研究报

道，中药能给细胞提供一个更加稳定的微环境，利于

细胞的代谢。据此，我们推测补肾调肝方能保护

BMscs，支持BMscs成骨分化，加快骨矿化基质的

形成，缩短骨细胞的成熟时间。但BMscs的增殖和

分化机制较为复杂，可能存在较多的作用靶点和信

号通路，补肾调肝方在这个过程中可能存在更多的

干预机制和影响因素，需要进一步深入研究，为临床

应用提供更为确切的客观依据。
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